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@ Verfahren zum Nachweis enteroviraler Antigene und Testkit 



(57) Die Erfindung umfaftt ein Verfahren zum schnellen und 
einfachen Nachweis enteroviraler Antigene sowie Test- 
kits, die fur die Durchfuhrung des erfindungsgemaften 
Verfahrens geeignet sind. Das Verfahren beruht auf der 
spezifischen Bindung von enteroviralen Antigenen an 
Fangerantikorpern unter Ausbildung eines Komplexes 
und dem Nachweis dieses Komplexes durch Bindung 
weiterer Antikorper (Detektionsantikorper). Die erfin- 
dungsgemaften Testkits u mfassen einen Trager mit fixier- 
ten Antikorpern, wobei die Antikorper gegen mindestens 
eine gruppenspezifische Determinante von Enteroviren 
gerichtet sind. Der Trager fur die Antikorper kann als Mi- 
krotiterplatte oder als Teststreifen (Dip Stick) ausgebildet 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis ente- 
roviraler Antigene sowie Testkits, die sich fiir die Durchfiih- 
rung eines Enterovirus-Nachweises besonders eignen. 

Enteroviren sind eine sehr verbreitete Ursache fiir Infek- 
tionen, insbesondere bei Neugeborenen und Kindern. Der 
antigenisch variable Genus Enterovirus, der der Familie Pi- 
cornaviridae angehort, umfaBt 67 bekannte Serotypen: die 
Polioviren Typ 1 bis 3 sowie die Non-Polio virus Enteroviren 
Coxsackievirus A (23 Serotypen), Coxsackievirus B (6 Se- 
rotypen), ECHO- Virus (31 Serotypen) und die numerierten 
Enteroviren 68 bis 71. Eine Infektion mit Non-Poliovirus 
Enteroviren geht mil einem weiten Spektrum klinischer 
Krankheitsbilder einher. Meist fiihren die Infektionen zu ei- 
ner milden fiebrigen oder infTuenzaahnlichen Erkrankung, 
bei schweren Verlaufen kann es allerdings zu aseptischer 
Meningitis, Enzephalitis, paralytischen Symptomen oder 
akuter und chronischer Myocarditis kommen. Bei Neugebo- 
renen konnen schwerste, gelegentlich todlich verlaufende, 
septische Krankheitsbilder mit Meningitis, Myocarditis, 
Pankreatitis und Hepatitis auftreten. 

Die Infektion geht mit einer wechselnd ausgepragten zy- 
tozidalen Virusvermehrung einher, wobei diese zunachst in 
Epithelzellen des Nasen-Rachen-Raumes, bzw. Magen- 
Darm-Traktes und in den regionalen Lymphknoten stattfin- 
det. Erst danach kann es zu einer Ausbreitung der Viren in 
verschiedenen Organen, wie dem Zentralen Nervensystem, 
der Skelettmuskulatur, dem Herzen oder der Leber kommen. 

Die klinischen Verlaufe einer enteroviralen Infektion sind 
oft. nicht von den Verlaufen anderer viraler oder bakterieller 
Infektionen zu unterscheiden. Um vor alien Dingen eine un- 
notige und nicht sinnvolle antibiotische Behandlung zu ver- 
meiden, wird daher ein aussagekraftiges und schnelles Ver- 
fahren zur Differentialdiagnose benotigt. 

Das bishcrigc Mittcl der Wahl zur Diagnose von enterovi- 
ralen Infektionen ist der Virusnachweis nach Virusisolie- 
rung aus Zellkulturen, die mit klinischen Materi alien, wie 
Nasen- und Rachenabstrichen, Rektalabstrichen, Stuhl, 
Blascheninhalt und Liquor beimpft wurden. Da sich nicht 
alle Enteroviren in ein und derselben Zellinie vermehren, 
mussen jeweils mehrere Zellinien parallel beimpft werden. 
Die Inkubationsdauer der beimpften Zellkulturen kann bis 
zu 10 Tage in Anspruch nehmen. Die Serotypisierung eines 
Virusisolats wird dann mittels Neutralisationstests durchge- 
fiihrt. Die Methode kann nur in speziell ausgertisteten Labo- 
ratorien durchgefuhrt werden und ist ein sehr zeit- und ko- 
stenintensives Verfahren zum Nachweis von Enteroviren. 

Eine weitere Moglichkeit zur Diagnose von enteroviralen 
Infektionen bietet der Nukleinsaurenachweis mit Hilfe der 
Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Diese sehr empfindliche 
Methode, die auf der Amplification spezifischer, konservier- 
ter, enteroviraler Genomsequenzen beruht, birgt jedoch 
durch ihre Kontaminationsanfalligkeit die Gefahr von falsch 
positivcn Ergcbnisscn. Die Methode bcdarf einer spczicllcn 
Ausriistung des durchfiihrenden Labors und ist mit sehr ho- 
hen Kosten verbunden. 

Aufgrund der bestehenden Situation der sehr langen und 
kostenaufwendigen Diagnose von enteroviralen Infektionen 
stellt sich die Erfindung insbesondere die Aufgabe, ein 
schnelles und zusatzlich kostengiinstiges Verfahren, des sen 
Durchfiihrung nicht auf Speziallaboratorien beschrankt ist, 
zu entwickeln sowie einen Testkit zur Verfiigung zu stellen, 
der einen leicht handhabbaren Nachweis von Enteroviren 
errnoglicht. 

Diese Aufgabe wird gelost durch das Verfahren mit den 
Merkmalen des Anspruchs 1 und durch den Kit mit den 
Merkmalen des Anspruchs 7. Besondere Ausfuhrungen die- 
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ses Verfahrens und dieses Kits sind in den abhangigen An- 
spriichen 2 bis 6 bzw. 8 bis 22 beschrieben. Der Wortlaut 
samtlicher Anspriiche wird hiermit durch Bezugnahme zum 
Inhalt dieser Beschreibung gemacht. 
5 Das Verfahren des direkten Antigennachweises nach An- 
spruch 1 basiert auf dem Prinzip der spezifischen Bindung 
eines Antigens an immobilisierte Antikorper (Fangeranti- 
korper) durch Ausbildung eines Antigen-Antikorperkom- 
plexes. Hierbei kommen Antikorper zur Verwendung, die 
gegen gruppenspezifische Determinanten von Enteroviren 
gerichtet sind. Die Detektion des so geformten Antikorper- 
Antigenkomplexes wird unter Bindung von Antikorpern 
(Detektionsantikorper) durchgefuhrt. 

Die fur das Verfahren des erfindungsgemaBen Enterovi- 
rus-Nachweises eingesetzten Antikorper erfiillen in der Re- 
gel die Voraussetzung einer hohen Genusspezifitat fiir den 
Genus Enterovirus sowie einer hohen Kreuzreaktivitat zwi- 
schen den Vertretern dieses Genus. Es kommen dafur mono- 
klonale Antikorper oder auch polyklonale Antikorper in 
Frage, die vorzugsweise an einer Festphase fixiert, d. h. im- 
mobilisiert werden (erste Antikorper). 

Die hochspezifische Wechselwirkung von Antikorper und 
Antigen bewirkt, daB nach Beschicken beispielsweise der 
Festphase, an welcher die spezifischen Antikorper fixiert 
sind, mit der klinischen Probe, welche auf die Anwesenheit 
von Enteroviren, d. h. auf Anwesenheit von enteroviralen 
Antigenen, getestet werden soli, die enteroviralen Antigene 
zuruckgehalten werden. An diese enteroviralen Antigene 
binden weitere Antikorper (zweite Antikorper), die bezug- 
lich der Genusspezifitat und der Kreuzreaktivitat in der Re- 
gel im wesentlichen die gleichen Erfordernisse wie die er- 
sten Antikorper erfiillen, jedoch gegen eine andere gruppen- 
spezifische Determinante von Enteroviren gerichtet sind. Es 
ist weiterhin auch moglich, durch die Verwendung von er- 
sten und/oder zweiten Antikorpern, welche spezifisch gegen 
bcstimmtc Untcrgruppcn der Enteroviren gerichtet sind, in- 
nerhalb der Gruppe Enterovirus zu differenzieren. 

Bei bevorzugten Ausfiihrungsformen erfolgt die Detec- 
tion des an der Festphase zuriickgehaltenen Antigens durch 
die Markierung des zweiten Antikorpers, welcher z. B. mit 
Meerrettich-Peroxidase (POD) oder mit Biotin konjugiert 
ist. Im Fall der Markierung mit einem Enzym wie POD er- 
folgt der Nachweis direkt in Form einer Farbreaktion. Bei 
Verwendung von Biotin als Markierung wird der Antikor- 
per- Antigenkomplex durch den Einsatz von POD-markier- 
tem Streptavidin wiederum durch eine Farbreaktion nachge- 
wiesen, da Streptavidin einen stabilen Komplex mit Biotin 
ausbildet. Bei einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform 
wird kolloidales Gold als Markierung fiir den zweiten Anti- 
korper eingesetzt. Weiterhin ist es bei anderen bevorzugten 
Ausfiihrungsformen moglich, die Bindung des zweiten An- 
tikorpers an den Antikorper- Antigenkomplex durch die Bin- 
dung eines dritten, markierten Antikorpers nachzuweisen, 
der spezifisch gegen den zweiten Antikorper gerichtet ist. 
Wcnn es sich bei dem zweiten Antikorper beispielsweise um 
einen polyklonalen Antikorper aus einem Kaninchen han- 
delt, ist es moglich, einen dritten Antikorper zu verwenden, 
der spezifisch gegen Antikorper aus Kaninchen generiert 
wurde. Fiir die Farbreaktion, die durch das Markierung sen- 
zym POD katalysiert wird, kann beispielsweise das farblose 
Substrat Tetramethylbenzidin (TMB) eingesetzt werden, 
welches nach erfolgter Reaktion zu einer blauen Farbung 
des Reaktionsgemisches fuhrt. Durch Zugabe von Stop- 
Reagenz, wie z. B. Schwefelsaure, erfolgt ein Farbumschlag 
von blau nach gelb. Eine photometrische Auswertung er- 
folgt bei einer Wellenlange von 450 nm. 

WeiLer umfaBt die Erfindung Testkits zum Nachweis ente- 
roviraler Antigene, die eine schnelle und einfache Durch- 
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fiihrung insbesondere des genannten Verfahrens ermogli- 
chen, sowie kostengiinstig und ohne nennenswerten appara- 
tiven Aufwand durchgefuhrt werden konnen. Den Testkits 
liegt die spezifische Interaktion des enteroviralen Antigens 
mit einem Antikorper, der gegen eine gruppenspezifische 
Determinante von Enteroviren gerichtet ist, zu Grunde. 

Die fiir die Testkits eingesetzten Antikorper weisen in der 
Regel eine hohe Genus spezifltat fiir Enteroviren und eine 
hohe Kreuzreaktivitat zwischen den verschiedenen Vertre- 
tern der Enteroviren auf . Entsprechend der obigen Beschrei- 
bung des erfindungsgemaBen Verfahrens kommen dafiir mo- 
noklonale, Mischungen verschiedener monoklonaler oder 
auch polyklonale Antikorper in Frage. Alle Antikorper lie- 
gen bevorzugl in gereinigler Form vor, um unspezifische 
Wechselwirkungen der enteroviralen Antigene mit anderen 
Stoffen auszuschlieBen. 

Zur Detektion der Interaktion von enteroviralem Antigen 
mit dem (Fanger-)Antikorper umfaBt der erfindungsgemaBe 
Testkit vorzugsweise mindestens einen weiteren (Detekti- 
ons-)Antikorper. Bezuglich dieser vorstehend als zweite und 
dritte Antikorper bezeichneten Detektionsantikorper und 
deren Markierung wird ausdriicklich auf die bisherige Be- 
schreibung verwiesen. 

In einer ersten bevorzugten Ausfuhrungsform des Testkits 
wird der gegen enterovirale gruppenspezifische Determi- 
nanten gerichtete Antikorper (erster Antikorper) auf einer 
Festphase, bevorzugt einer Mikrotiterplatte, immobilisiert. 
Im letzteren Fall werden hierfiir vorzugsweise 96-Loch Mi- 
krotiterplatten eingesetzt, da diese Platten einen hohen Pro- 
bendurchsatz gewahrleisten und viele gebrauchliche Instru- 
mente, wie z. B. Mehrkanalpipetten, auf den Einsatz mit 96- 
Loch Mikrotiterplatten abgestimmt sind. Diese 96-Loch Mi- 
krotiterplatten konnen aus zwolf Mikrotiterstreifen mit je- 
weils acht Vertiefungen (wells) bestehen. 

Die Immobilisierung der Antikorper auf Platten kann mit 
Hilfc von Adsorption durch Vcrwcndung gccignctcr, vorbc- 
schichteter Platten durchgefuhrt werden. Eine weitere Mog- 
lichkeit der Immobilisierung ist die kovalente Verkniipfung 
der Antikorper mit einer Platte, die beispielsweise eine Hy- 
drazid-Oberflache aufweist. Eine bevorzugte Ausfiihrungs- 
form der Antikorper-Immobilisierung an Platten besteht je- 
doch in der Verwendung von mit Protein G beschichteten 
Platten, da hier die Antikorper iiber ihre nicht-antigenbin- 
denden Komponenten fixiert werden und so die groBte Aus- 
beute an reaktiven, d. h. antigenbindenden Antikorpern er- 
langt werden kann. 

In einer zweiten bevorzugten Ausfuhrungsform des Test- 
kits ist der gegen gruppenspezifische Determinanten von 
Enteroviren gerichtete Antikorper auf einer Membran, vor- 
zugsweise einer Nitrozellulose-Merribran, immobilisiert.. 

Diese Membran ist insbesondere Bestandteil eines Test- 
streifens (Dip Stick), welcher eine sehr schnelle Durchfuh- 
rung des Tests auf enterovirale Antigene ermoglicht. Weiter- 
hin hat die Verwendung von Teststreifen den entscheiden- 
dcn Vortcil, daB kcinc weiteren Instrumcntc, wie z. B. cin 
Photometer, benotigt werden. 

Bei dem Testkit, insbesondere bei der Ausfiihrung als 
Teststreifen, ist vorzugsweise eine Funktionskontrolle vor- 
gesehen, um falsch negative Ergebnisse sicher ausschlieBen 
zu konnen. Hierfiir wird vorzugsweise ein zusatzlicher An- 
tikorper auf dem Teststreifen fixiert, welcher den Antikorper 
bindet, der gegen das enterovirale Antigen gerichtet ist, wie 
aus der noch folgenden Figurenbeschreibung deutlich wird. 

Die beschriebenen Merkmale und weitere Merkmale der 
Erfindung ergeben sich aus der nachfolgenden Beschrei- 
bung von bevorzugten Ausfiihrung sformen in Verbindung 
mit den Unteranspriichen und den Zeichnungen. Hierbei 
konnen die einzelnen Merkmale jeweils fiir sich oder zu 
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mehreren in Kombination miteinander verwirklicht sein. 
In den Zeichnungen zeigen: 

Fig. 1 Schematische Darstellung von auf einer Festphase 
fixierten Antikorpern und der Wechselwirkungen mit Ente- 
5 rovirus-Antigen und weiteren Antikorpern, 

Fig. 2 schematische Darstellung des Aufbaus eines Ente- 
rovirus -Tests treif ens . 

Im unteren Teil von Fig. 1 ist die Festphase 1 dargestellt, 
an der der erste Antikorper 2 fixiert ist. Dieser (Fanger-) An- 
tikorper ist gegen gruppenspezifische Determinanten von 
Enteroviren 3 gerichtet. Die verschiedenen Moglichkeiten 
zur Fixierung der Antikorper 2 an der Festphase 1 sind im 
spater folgenden Beispiel naher erlautert. Die durch die 
Wechselwirkung mit dem fixierten Antikorper 2 zuruckge- 
haltenen enteroviralen Antigene 3 sind zusatzlich von einem 
weiteren, zweiten Antikorper 4 gebunden. Wenn dieser An- 
tikorper 4, wie im linken Bildteil dargestellt, mit einem En- 
zym 5, wie beispielsweise Peroxidase, markiert ist, so kann 
der ausgebildete Komplex von fixiertem Antikorper 2, Anti- 
gen 3 und zweitem Antikorper 4 durch eine Farbreaktion 
nachgewiesen werden, die durch das Enzym 5 katalysiert 
wird. Eine weitere Moglichkeit des Nachweises ist im rech- 
ten Bildteil dargestellt. Der zweite Antikorper 4 ist mit Bio- 
tin 6 konjugiert. Dieses Biotin 6 kann einen stabilen Kom- 
plex mit Streptavidin 7 ausbilden. Ist das Streptavidin 7 mit 
einem Enzym 8, beispielsweise Peroxidase, konjugiert, 
kann der gebildete Komplex durch eine enzymatische Farb- 
reaktion nachgewiesen werden. Weiterhin kann der Nach- 
weis dadurch erfolgen, daB der zweite Antikorper 4 von ei- 
nem dritten Antikorper gebunden wird, welcher spezifisch 
gegen den zweiten Antikorper 4 gerichtet ist und welcher 
eine Markierung, beispielsweise Peroxidase, tragt. 

Fig. 2 zeigt schematisch den Aufbau einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform des Testkits. Es handelt sich dabei um ei- 
nen Teststreifen (Dip Stick), der unter Nutzung iiblicher 
Komponenten aufgebaut ist. Das Tragcrmatcrial des Tcst- 
streifens 11 besteht aus einem etwa 9 cm langen und 0,5 cm 
breiten Kunststoffstreifen, der mit saugfahigen Membranen 
versehen ist. Jeweils etwa 2 cm von den beiden Enden 12 
und 13 des Streifens entfernt sind iiber dessen Breite saugfa- 
hige Komponenten 15 und 15a angeordnet, die jeweils eine 
Lange von etwa 1,5 cm aufweisen. Oberhalb der unteren 
Saugkomponente 15 ist ein Abschnitt 14 vorgesehen, der ei- 
nen Maus-Antikorper 16 tragt, welcher spezifisch gegen en- 
terovirale Antigene gerichtet ist und eine Markierung aus 
kolloidalem Gold besitzt. Der Bereich zwischen dem Ab- 
schnitt 14 und der oberen Saugkomponente 15a weist eine 
Nitrozellulosemembran auf, auf welcher im Abstand von 
etwa 2 cm zwei Banden 17 und 18 voneinander verschiede- 
ner Antikorper 19, 20 von etwa 0,1 cm Breite aufgebracht 
sind. Der Antikorper 19 der Bande 17 ist spezifisch gegen 
enterovirale Antigene gerichtet und entspricht bezugneh- 
mend auf die vorhergehende Beschreibung dem ersten Anti- 
korper. Der Antikorper 20 der Bande 18 dient der Funkti- 
onskontrolle des Tcststrcifcns und ist spezifisch gegen die 
Antikorper 16 aus der Maus gerichtet. 

Im folgenden ist die Funktionsweise des Teststreifens er- 
lautert: Nach dem Eintauchen des unteren Endes 12 des 
Teststreifens in eine klinische Probe 21 werden die loslichen 
Komponenten infolge der Kapillarkrafte entlang des Test- 
streifens in Richtung der saugfahigen Komponente 15 em- 
porgezogen. Die enteroviralen Antigene aus der klinischen 
Probe 21 kommen auf diese Weise in Kontakt mit Antikor- 
pern 16 des Abschnitts 14, so daB sich ggf. ein stabiler Anti- 
gen- Antikorperkomplex ausbilden kann. Der aus enterovira- 
len Antigenen aus der klinischen Probe 21 und den spezifi- 
schen, markierten Antikorpern 16 gebildete Komplex er- 
reicht infolge der Kapillarkrafte die Bande 17 des Tests trei- 
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fens und wird von den dort immobilisierten Antikorpern 19 
festgehalten. In diesem Fall verfarbt sich die Bande 17 vio- 
lett. Oberhalb dieser Bande 17 befindet sich die Bande 18 
mit dem immobilisierten Antikorper 20, welcher gegen An- 
tikorper aus der Maus gerichtet ist. Dieser Antikorper 20 
bindet den spezifischen Antikorper 16 und fiihrt zu einer 
ebenfalls violetten Verfarbung der Bande 18. Diese letztere 
Verfarbung ist unabhangig davon, ob enterovirales Antigen 
gebunden wurde und dient somit als Funktionskontrolle. 

Nachfolgend ist eine mogliche Durchfiihrung des erfin- 
dungsgemaBen Verfahrens mit der Bereitstellung der ver- 
schiedenen dafur benotigten Komponenten beschrieben. 

1. Herstellung von Reagenzien und Testkits fur verschie- 
dene Enterovirus-Direktnachweisverfahren 



1.3 Reinigung von Antikorpern 

5 ml Kaninchen-Serum oder ggf. 1 ml Maus- Ascites wur- 
den 1 : 5 in PBS verdiinnt und durch eine 0,2 um-Millipore- 

5 Membran filtriert. HiTrap-Protein-A-Saulen (Firma Phar- 
macia, Uppsala, Schweden) wurden mit PBS (3 X Saulen- 
Volumen) gewaschen. Die Elution der Antikorper erfolgte 
mit 0,1 M Zitronensaure pH 3. Die 0,5 ml Fraktionen wur- 
den in Rohrchen gesammelt und der pH mit 50 ul Karbonat- 

10 puffer (pH 11) auf einen neutralen Wert eingestellt. In alien 
Fraktionen wurde der Proteingehalt bestimmt (Micro BCA- 
Protein Assay, Pierce). Fraktionen mit hohem Proteingehalt 
wurden gepoolt. 

15 1.4 Beschichtung von Festphasen zum Antigen-Nachweis 



1 . 1 Bereitstellung der Antikorper gegen Enteroviren 

Wie oben beschrieben, eignen sich fur das erfindungsge- 
maBe Verfahren und den erfindungsgemaBen Kit sowohl 20 
monoklonale als auch polyklonale Antikorper. Geeignete 
monoklonale Antikorper sind auch kommerziell erhaltlich, 
beispielsweise von der Firma Chemikon, Temecula, USA. 
Sie konnen in gereinigter Form oder auch als Rohprodukt 
(Maus- Ascites) bezogen werden. Bei der Verwendung des 25 
aus Kostengriinden bevorzugten Maus-Ascites ist eine Auf- 
reinigung, beispielsweise wie im folgenden unter 1.3 be- 
schrieben, erforderlich. Geeignete polyklonale Antikorper 
werden beispielsweise durch die Immunisierung von Kanin- 
chen (1.2) mit anschlieBender Aufreinigung (1.3) gewon- 30 
nen. 

1.2 Herstellung eines polyklonalen Antiserums gegen Ente- 
roviren 

35 

Fur die Immunisierung von Kaninchcn wurde cine Mi- 
schung verschiedener Enterovirusstamme verwendet. Die 
Vermehrung der Viren erfolgte in Verozellen. Die Beimp- 
fung der Kulturen erfolgte mit einer Virusdosis von 3 X 10 5 
TCID50 (tissue culture infective dose 50%) pro 175 cm 2 40 
Zellkulturflasche. Nach Auftreten eines 100% zytopathi- 
schen Effekts wurden die Viren geerntet. Infizierte Zellen 
wurden pelletiert und in 5 ml TE Puffer (0,01 M Tris, 1 mM 
EDTA, 2% Nonidet P-40, pH 7,4) aufgenommen. Die Zell- 
suspension wurde im Eisbad mit Hilfe eines Dounce-Homo- 45 
genisators aufgeschlossen und anschlieBend zweimal bei 
4500 U/min zentrifugiert. Das Pellet wurde verworfen und 
der Uberstand weiter bearbeitet. Der Medium uberstand aus 
den Zellkulturllaschen wurde mit Hilfe der Ultrafiltration 
auf ca. 80 ml eingeengt. und bei 4500 U/min 1 0 Minuten pel- 50 
letiert. Das Pellet wurde verworfen und der Uberstand in ei- 
ner Ultrazentrifuge 50 Minuten bei 30 000 U/min in einem 
45 TI-Rotor pelletiert. Das Pellet wurde in 3 ml TE-Puffer 
aufgenommen, resuspendiert und mit dem Virusiiberstand 
aus den aufgcschlosscncn Zellen vcrcinigt. 55 

Das konzentrierte Virus wurde auf ein 30% Sucrosekissen 
aufgetragen und im 45 TI-Rotor fur 60 Minuten bei 35 000 
U/min zentrifugiert. Das Pellet wurde in PBS (Phosphat-ge- 
pufferte Saline) aufgenommen. Das gereinigte Virus wurde 
mittels UV-Bestrahlung inaktiviert und lyophilisiert. Die 60 
Proteinbestimmung in den Praparationen wurde mit Hilfe 
des Micro BCA-Protein-Assays der Firma Pierce, Rockford, 
USA durchgefiihrt. 

Drei Kaninchen wurde in Intervallen von 2 Wochen vier- 
mal subkutan (100 ug Protein/Injektion) immunisiert und 65 
der Titer bestimmt. 



Fur die Beschichtung wurden nach 1.3 gereinigte Anti- 
korper verwendet. 

1.4.1 Polysorb-Platten (z. B. Firma Nunc, Roskilde, Dane- 

mark) 

100 ul Antikorper-Losung (5 ug/ml) in Karbonat Puffer 
(0,05 M, pH 9,6) wurden in jede Kavitat pipettiert und iiber 
Nacht bei 4°C inkubiert. Die Platten wurden mit PBS gewa- 
schen, mit 1% BSA (Rinderserum- Albumin) blockiert, der 
Uberstand anschlieBend entfernt und getrocknet. 

1.4.2 Kovalente Bindung auf Platte mit Hydrazid Oberfla- 
che (z. B. Firma Corning Costar, Bodenheim, Deutschland) 

Perjodat-Aktivierung: Die Antikorper (1 ug/ml) wurden 
in 10 ml 10 mM Natrium- Acetat Puffer pH 4,0 verdiinnt. Zu 
dieser Losung wurden 32 mg NaJ04 zugegeben und 30 Mi- 
nuten bei Raumtemperatur inkubiert. 

Beschichtung: Die Losung mit pcrjodat-aktivicrtcn Anti- 
korpern (100 ul/Vertiefung (well)) wurde 1 Stunde bei 
Raumtemperatur inkubiert. Die Platten wurden mit PBS ge- 
waschen, mit 1% BSA blockiert, der Uberstand entfernt und 
getrocknet. 

1.4.3 Reacti-Bind™ Protein G beschichtete Platten (Firma 

Pierce, USA) 

Antikorper-Losung (100 ul, 1 ug/ml) in SuperBlock/ 
Tween-Puffer (Pierce) wurde in Kavitaten pipettiert und 
1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die 
Platten dreimal mit PBS gewaschen. 

1 .4.4 Membranen fur die Tmmunchromatographie 

Fur den Test wurden kommerziell erhaltliche Streifen zur 
Beschichtung verwendet (z. B. Firma Advanced Microdevi- 
ces MDI, Ambala Cantt, Indien). 

Auf die Nitrozclluloscmcmbran wurden anti-Entcrovirus- 
Antikorper (5 ug/ml) mit Hilfe eines Feder-Schreibers auf- 
getragen. 

Ca. 0,5 cm oberhalb dieser ersten Bande wurden Ziegen 
anti-Maus IgG Antikorper (z. B. Firma Sigma-Aldrich, Dei- 
senhofen, Deutschland, 5 ug/ml) aufgetragen. Die Nitrozel- 
lulosemembran wurde mit 1% BSA in 0,01 M Tris/HCl Puf- 
fer pH 7,6 geblockt und anschlieBend luftgetrocknet. 

1.5 Markierung der Antikorper 

1.5.1 Biotinylierung 



1 ml gereinigte Antikorper (2 mg/ml) wurden gegen 50 



DE 198 46 271 A 1 



8 



mM Natriumbicarbonat- Puffer pH 8,5 in Slide- A-Lyser™ 
Dialysekasetten (Pierce) dialysiert. Sulfo-NHS Biotin 
(74 jxL, Pierce) wurde zu der Antikorper-Losung gegeben 
und auf Eis inkubiert. Nichtgebundenes Biotin wurde durch 
Dialyse entfernt. 5 

1.5.2 Markierung mit Peroxidase nach der Perjodat-Me- 
thode 

2 mg Meerrettich-Per oxidase wurden in 500 ml destillier- 10 
tern Wasser gelost. Nach Zugabe von 100 ul 0,1 M Natrium- 
Perjodat wurde die Losung 20 Minuten bei Raumtemperatur 
geschuttelt und gegen 1 rnM Natriumacetat-Puffer pH 4,4 
iiber Nacht dialysiert. 0,5 nil Antikorper (2 mg/ml) wurden 
gegen 10 mM Natriumbikarbonat-Puffer dialysiert. Der pH- 15 
Wert der Peroxidase-Losung wurde durch Zugabe 10 ul 0,2 
M Natriumkarbonat-Pulfer pH 9,5 auf 9,0 eingestellt. Die 
beiden Losungen wurden gemischt und 2 Stunden bei 
Raumtemperatur geschuttelt. Danach wurden 50 ul Natri- 
umborhydrid- Losung (4 mg/ml) dazugegeben und weitere 20 
2 Stunden bei Raumtemperatur geschuttelt. 

1.5.3. Goldmarkierung 

100 ml der Antikorper-Losung wurden gegen 2 mM Bo- 25 
rax pH 9,0 dialysiert. Danach wurden die Antikorper 
1 Stunde bei 100 000 X g pelletiert. Die Markierung erfolgte 
mit 5 nm kolloidalem Gold (Firma British BioCell Interna- 
tional, Cardiff, GroBbritannien). 50 ml Gold-Sol wurden mit 
100 mM K 2 C0 3 auf pH 9,0 eingestellt und 5 Minuten bei 30 
Raumtemperatur geschuttelt. Danach wurde 5 ml 10% BSA 
in 2 mM Borax pH 9,0 dazugegeben. Die Gold-konjugierten 
Antikorper wurden durch 1-stiindige Zentrifugation bei 
45 000 X g von den nicht-konjugierten Antikorpern und den 
freien Gold- Partikeln getrennt. Das Pellet wurde in 1 ml 35 
Tris/HCl Puffer (pH 8,2 mit 1% BSA und 1% NaN 3 ) rcsus- 
pendiert und auf einen 10-30% Glycerol- Gradienten aufge- 
tragen, der ebenfalls in Tris/HCl-Puffer (pH 8,2 mit 1% 
BSA und 1% NaN 3 ) hergestellt wurde. Nach der Zentrifuga- 
tion (125 000 x g, 1 h) wurden die Fraktionen mit Gold- mar- 40 
kierten IgG mit Tris/HCl-Puffer (pH 8,2 mit 1% BSA und 
1% NaN 3 ) zur optischen Dichte 3,0 bei 530 nm verdiinnt 
und mit 20% Glycerin eingefroren. 

2. Durchfuhrung eines qualitativen erfindungsgemaBen En- 45 
terovirus-Nachweises an Mikrotiterplatten 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform des Verfahrens 
zum Nachweis enteroviraler Antigene werden 96-Loch Mi- 
krotiterplatten eingesetzt, auf denen die gereinigten Anti- 50 
korper fixiert sind. 

Klinische Proben wurden in Verdunnungspuffer (VP) ver- 
diinnt. Rachen- und Rektal-Abstriche wurden in ca. 1,5 ml 
Puffer aufgenornmen. Liquore wurden 1 : 2 verdiinnt. Stuhl- 
probcn wurden mit VP zu 30%igcn Suspcnsioncn vcrarbci- 55 
tet und schwere Bestandteile bei 1000 X g abzentrifugiert. 
Die Uberstande wurden zur Untersuchung verwendet. Als 
negative Kontrollen wurden Materialien von Patienten ohne 
Enterovirusinfektion verwendet. Als Positivkontrolle diente 
negatives Patientenmaterial, das mit gereinigten Enteroviren 60 
aus Zellkulturuberstanden verunreinigt worden war. In die 
mit Antikorper beschichteten Platten wurden je 100 jul Posi- 
tiv- und Negativkontrolle und 100 ul der zu testenden Pro- 
ben einpipettiert und 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Nach 
dreimaligem Waschen mit PBS erfolgte die Inkubation mit 65 
verdunntem markiertem Antikorper (1 : 500 in VP, 
100 ul/Vertiefung, 1 Stunde bei 37°C). Nach erneutem Wa- 
schen bei Verwendung von Peroxidase-markierten Antikor- 



pern erfolgte die Zugabe von Substrat (TMB, Tetramethyl- 
benzidin). Bei Verwendung von biotinylierten Antikorpern 
erfolgte noch eine Inkubation (0,5 Stunden, 37°C) mit 
100 ul Peroxidase- markiertem Streptavidin (z. B. Sigma- 
Aldrich) und danach die Zugabe von Substrat (TMB). Nach 
10 Minuten wurde die Reaktion mit 1 M II2SO4 gestoppt 
und die Absorption bei 450 nm gemessen. Die Ergebnisse 
wurden als positiv bewertet, wenn die Absorption der gete- 
steten Proben mindestens den 2-fachen Wert der Absorption 
der negativen Kontrolle erreichte. 

3. ErfindungsgemaBer Dip Stick-Schnelltest 

Die Vorbereitung der klinischen Proben erfolgte wie oben 
unter 2. beschrieben. Das untere Ende des Test-Sticks wurde 
in eine zu testende Probe eingetaucht. Im positiven Fall er- 
scheinen auf dem Stick zwei violett gefarbte Linien, im ne- 
gativen Fall nur eine (Funktionskontrolle). 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zum Nachweis enteroviraler Antigene, 
wobei das Antigen von mindestens einem ersten, im- 
mobilisierten, gegen mindestens eine gruppenspezifi- 
sche Determinante von Enteroviren gerichteten Anti- 
korper unter Ausbildung eines Antikorper-Antigen- 
Komplexes gebunden und unter Bindung weiterer An- 
tikorper detektiert wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB der immobilisierte Antikorper monoklonal ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB der immobilisierte Antikorper ein Gemisch 
verschiedener monoklonaler Antikorper darstellt. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daB der immobilisierte Antikorper polyklonalen 
Ursprungs ist. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii- 
che, dadurch gekennzeichnet, daB die Detektion durch 
Markierung eines an den Antikorper- Antigen- Kom- 
plex bindenden zweiten Antikorpers erfolgt. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, da- 
durch gekennzeichnet, daB die Detektion durch Mar- 
kierung eines dritten Antikorpers erfolgt, welcher ge- 
gen einen an den Antigen-Antikorper-Komplex bin- 
denden Antikorper gerichtet ist. 

7. Kit zum Nachweis enteroviraler Antigene, umfas- 
send mindestens einen Antikorper (2, 19), welcher ge- 
gen mindestens eine gruppenspezifische Determinante 
von Enteroviren gerichtet ist. 

8. Kit nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB 
der Antikorper an einer Festphase (1) irnmobilisiert ist. 

9. Kit nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeich- 
net, daB der Antikorper monoklonal ist. 

10. Kit nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeich- 
net, daB der Antikorper ein Gemisch aus vcrschicdcncn 
monoklonalen Antikorpern darstellt. 

1 1 . Kit nach Anspruch 7 oder 8, dadurch gekennzeich- 
net, daB der Antikorper polyklonalen Ursprungs ist. 

12. Kit nach einem der Anspruche 7 bis 11, umfassend 
einen weiteren, gegen mindestens eine Determinante, 
vorzugsweise gruppenspezifische Determinante von 
Enteroviren gerichteten zweiten Antikorper (4, 16), der 
markiert ist. 

13. Kit nach einem der Anspruche 7 bis 11, umfassend 
einen weiteren, gegen mindestens eine, vorzugsweise 
gruppenspezifische Determinante von Enteroviren ge- 
richteten zweiten Antikorper sowie einen dritten Anti- 
korper, welcher gegen den zweiten Antikorper gerich- 
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tet und markiert ist. 

14. Kit nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 
daB der zweite Antikorper ebenfalls markiert ist. 

15. Kit nach einem der Anspruche 12 bis 14, dadurch 
gekennzeichnet, daB der oder die markierten Antikor- 5 
per mit Biotin, mit Enzym oder mit kolloidalem Gold 
markiert sind. 

16. Kit nach einem der Anspruche 8 bis 15, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Festphase eine Mikrotiter- 
platte ist. 10 

17. Kit nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, 
daB es sich bei der Mikrotiterplatte um eine adsorbie- 
rende Platte handelt. 

18. Kit nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, 
daB es sich bei der Mikrotiterplatte um eine kovalent 15 
bindende und/oder eine mit Protein A/G beschichtete 
Platte handelt. 

19. Kit nach einem der Anspruche 8 bis 15, dadurch 
gekennzeichnet, daB die Festphase eine Membran, ins- 
besondere fur die Immunochromatographie, ist. 20 

20. Kit nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Membran Teil eines Teststreifens (Dip Stick) 
(11) ist. 

21. Kit nach einem der Anspruche 7 bis 20, dadurch 
gekennzeichnet, daB eine Funktionskontrolle (18) vor- 25 
gesehen ist. 

22. Kit nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, 
daB die Funktionskontrolle (18) mindestens einen im- 
mobilisierten Antikorper (20) umfaBt, der andere Anti- 
korper (16) bindet, welche gegen mindestens eine De- 30 
terminante, vorzugsweise gruppenspezifische Determi- 
nante von Enteroviren gerichtet sind. 
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